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生物 素 标记 贾 第 虫 全 基因 组 DNA 探 针 的 制备 
及 其 特异 性 敏感 性 测定 
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A 摘要 ”用 牛 物 崇 标 记 的 村 第 虫 全 基因 组 DNA 探 扑 ， 在 斑点 杂交 试验 中 显示 高 度 
的 敏感 性 和 特异 性 .用 它 可 检 出 10 ng Bh DNA. 10° TRA DMR. H 

4: OP Bi. FAR ARK. See BABL ”<c 小 鼠 肝 细胞 DNA, ARAR 
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it. EO DNA 探 针 技术 用 于 贾 第 虫 Giardia W BREE (Archibald 等 、 
1991) 和 病原 体检 测 {Lewis 3%, 1990; Butcher 等 ，1989)。 在 机 第 虫 的 此 类 研究 中 ， 以 往 
合用 的 探 针 多 用 基因 组 或 重组 DNA 标记 以 放射 性 物质 {如 *P) 制 备 的 。 而 用 非 放 射 性 物质 
(如 生物 素 ) 标 记 的 迄今 尚未 抑 报 道 。 用 前 者 标记 的 探 针 ， 固 然 有 很 高 的 灵敏 度 ， 然 因 其 半 
衰 期 短 ， 处 理 放射 物质 又 需 特殊 的 设备 和 条 忻 ， 故 很 玲 为 一 般 实 验 室 所 采用 。 相 反 ， 用 后 
物 素 标记 的 探 针 ， 其 灵敏 度 虽 上 略 低 于 前 者 、 但 因 其 制备 过 程 简便 ， 又 可 在 较 长 时 间 内 保 
人 存 ， 故 易 存 一般 实验 室 实 行 。 最 近 ， 我 们 用 生物 素 为 标记 物 ， 制 备 了 机 第 虫 全 基因 组 
DNA 探 针 ， 获 得 满意 的 效果 。 现 将 方法 和 结果 作 如 下 报道 。 
1 材料 和 方法 
1.1 页 第 虫 纯 (无 菌 ) 培 养 

按 前 人 介绍 的 方法 (Lu 等 ，1990) 将 保存 于 液 氮 内 的 机 第 虫 (Giardia lamblia) 纯 培 养 滋 
养 体 揽 苏 、 用 改良 TYI-S—33 培养 基 继 续 培 养 、 传 代 。 
12 贾 第 虫 全 基因 组 DNA 的 抽 提 

采用 CTAB 法 (Yap 等 ，1987)。 收 获 呈 对 数 生长 的 虫 体 ， 在 已 硅化 的 塑料 离心 管内 
H TE 流 {40 mM Tris-HC], 2mM EDTA, pH7. DB -Ù (2500 rpm/ min, 5 min) 洗 3 
w. HDiF TE 液 将 沉淀 虫 体 悬 浮 。 在 0.5 ml 的 虫 液 内 加 1 ml 含 新 鲜 配 制 之 蛋白 酶 
Kíl mg ml) 的 裂解 液 (8% Triton X—100, 0.25 M sucrose, 5mM Tris-HC1，50 mM 
EDTA. pH7.5). # 65C E B 1 一 2h。 加 im GRAM 2% CTAB (cetyltrime— 
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thylammonium bromide，CTAB， 省 化 十 六 烷 基 三 甲 铵 ) 液 。 轻 轻 振 范 至 出 现 沉淀 ， 离 心 
(3000 rpm /min，2 min)， 弃 上 清 ， 将 沉淀 充分 溶 于 400 wl NE 液 (2.5 M NaCl 1 mM 
EDTA，pH7.7) 内 。 加 等 体积 氮 仿 ， 充 分 混 匀 。 高 速 离心 {12000 rpmy min，5 min)， 小 
心 吸取 上 层 水 相 登 另 一 离心 管 中 ， 再 加 2.5 体积 冷 无 水 乙醇 ， 使 DNA ke. B-20CH 
夜 。 次 日 再 离心 (10000 rpm /min， 10min), FEA. WM 1ml 70% 冷 乙醇 ， 同 法 离心 ， 
弃 上 清 ， 充 分 控 干 ， 加 1 ml TER. fF DNA 充分 溶解 。 
1.3 机 第 虫 全 基因 组 DNA 含量 测定 

FA DRAG BH KIA AE, 1987), 琼脂 糖 浓度 为 0.8%( 含 0.6 ng /ml RARE). fF 
ADNA 的 加 样 量 为 4 pK 与 0.2 倍 体积 载 样 缓冲 液 混合 )。 以 标准 ADNA-—Hind I ext 
B. BEX 3 一 4 VAcm， 电 访 时 间 为 4h。 电 访 后 将 凝 胶 板 置 紫外 光 下 观测 。 根 据 如 人 
FR DNA 样本 量 和 出 现 的 区 带 亮 度 ， 并 将 之 与 标准 DNA 对 比 ， 推 算出 待 测 DNA & 
量 。 
1.4 用 生物 罕 标 记 贾 第 虫 全 基因 组 DNA 

用 光 促 标记 法 。 将 5 由 待 标 记 的 责 第 虫 DNA 样品 (0.224 ps / “DR EP 管内 ， 加 生 
#9) HR —11—4h-F WR (Bio—11—psoralen. b-p) 10 ni(1 mg / ml， 再 加 TE 液 至 50 wl ies. 
在 暗室 中 置 此 外 光 ( 波 长 为 360 一 365 nm) 下 5 cm 以 内 处 ， 垂 直 照 射 20 min。 其 间 播 动 数 
次 。 用 已 平衡 好 的 Sephadex G-50 离心 柱 除去 未 标记 的 DNA， 收 集 标记 的 DNA 探 针 

FE 200 jl 浓度 为 5ng/ pl), BACKHAH. 

1.5 待 测 标 本 及 其 制备 
1.5.1 页 第 虫 DNA， 用 前 述 CTAB 法 抽 提 所 得 。 
1.5.2 贾 第 虫 滋养 体 ， 为 纯 培养 的 页 第 虫 。 
15.3 HBR, DRARPRESMRERA. ARPS RRR R ORL. H 
RARER. 
16 WHRARRAE 
1.6.1 FASE RR Trichomonas vaginalis) 纯 培养 ， 由 北京 热带 医学 研究 所 提供 。 
1.6.2 马 形 虫 (Toxoplasma gondin))， 由 北京 热带 医学 研究 所 提 殿 ， 
1.6.3 ” 溶 组 织 内 阿 米 巴 (Entamoeba hisiolitica}， 由 北京 医科 大 学 寄生 虫 学 教研 室 提供 . 
1.6.4 BABL /c 小 鼠 肝 组 织 。 
1.6.5 PPR AP I, Rese A Hk DATA. 
1.6.6 鲜 鱼 精 DNA， 为 市 售 产品 。 

用 CTAB 法 提取 1. 5. 1、2、3, 酚 一 氯仿 法 "提取 1. 6.4 的 DNA， 并 按 前 述 方 法 测 
"BE. BACKE. 
17 要 第 虫 全 基因 组 DNA 探 针 的 显 色 试验 

取 已 硅化 的 0.5 ml EP 管 7 支 ， 用 DNA 稀释 液 将 探 针 做 对 比 稀释 。 自 每 浓度 内 各 取 
5 同 依 次 点 膜 。 各 点 探 针 含量 为 : A. 200 pg; B. 10Ppg; C. 4pg: D. 2pg; E. 1 pe: 
F. 0.4 pg; G. 0.2pg。 将 膜 姥 干 (80C ，2bh)， 洗 后 漫 于 稀释 的 链 抗 生 物 素 蛋 白 内 ，37 习 
作用 20 min。 再 党 稀释 的 生物 素 化 的 碱 性 磷酸 酶 内 ，37 亿 作用 20 min。 最 后 加 NBT 和 底 
物 (BCIP) 显 色 ， 
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1.8 生物 素 标 记 贾 第 虫 全 基因 组 DNA 探 针 敏感 性 和 特异 性 测定 

用 斑点 杂交 试验 测定 探 针 的 敏感 性 和 特异 性 。 将 已 配制 的 待 测 走 第 虫 DNA、 滋 养 体 
和 和 包 赛 样本 ，、 以 及 各 对 照 标 本 、 用 0.4 N NaOH 变性 ( 室 漫 ，5 min) 后 ， 再 用 20 x ssc RH 
稀释 成 一 系列 递减 浓度 ， 从 每 一 样本 的 每 一 浓度 内 各 取 Syl, RK AIR. BRT aH 80 
烘 烤 过 液 ， 取 出 后 放 作 性 有 预 杂 交 液 ( 含 20 x ssc，50x Deharat Æ., 10% SDS, 0.5 mg 
SSD MZR KI BARA. E 65C 水浴 预 杂交 3h. MRAM LOOT KIA PEE 
10 min。 用 冰 块 按 次 序 先 后 加 人 到 含 膜 的 预 杂交 液 内 ，65 居 水浴 杂交 过 夜 。 杂 交 后 用 不 同 
浓度 的 ssc 液 多 次 洗 膜 。 最 后 用 生物 素 碱 性 磷酸 酶 系统 显 色 、 


2 结果 


2.1 要 第 虫 及 各 对 妆 标 本 DNA 提取 及 含量 测定 
将 用 CTAB 法 提取 的 DNA Wieb, PARRE KIEFTE., MAE 
DNA 在 凝 胶 中 于 标准 Hindi DNA 的 23.13 kb 区 带 相 对 应 处 显示 出 一 条 清晰 的 区 带 、 


kb 


23.13 aa 


9. 416 
6.557 


2. 322 
: 7 aa 


图 1 页 第 虫 全 基因 组 DNA 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 结果 图 2 贾 第 虫 全 基因 组 DNA 探 针 显 色 试 验 结果 





Fig. 1 Agarose gel electrophoresis of the total Fig. 2 Colour test of the total genomic DNA 
genomic DNA of Giardia lamblia probe of Giardia lamblia 

zx: 村 第 虫 全 基因 组 DNA ff: DNA Hind fil A 一 G: 生物 素 标 记 贾 第 虫 全 基因 组 DNA 探 针 ， 

Wika TE: GRABER BE: 0.8%: 点 样 量 为 : A. 200 pg, B. lO pg, C. 4 pg. 

HL: 1> TBE 液 ， 电 此 :3 一 4 V em: D. 2pg、E- 1 pg. F. 0.4 pg， 

电泳 时 间 : dh G. 0.2 pg. 日 : 未 款 记 的 碘 第 中 DNA 


L f DNA J: TER 


其 亮度 与 标准 DNA 第 1 条 带 的 相当 (图 1)。 依 此 推算 出 待 测 DNA 样本 的 DNA 含量 为 
0.42 pe/ ul. AR HMR", HAH CTAB 法 提取 的 贾 第 虫 DNA 具有 很 高 的 纯 
E. 同样 ， 按 上 述 方法 测 得 的 其 它 各 对 照 标本 的 DNA SAH: 弓形 中 0.34pey jl; BA 
HEHE 0.33 we / ul; 溶 组 织 内 阿 米 巴 0.43 jg / uli BABL/ c REAME 0.45 wg/ pl, 
各 对 照 标本 的 DNA 纯度 也 相当 高 。 
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2.2 生物 素 标 记 贾 第 虫 全 基因 组 DNA 探 针 的 显 色 试验 

贾 第 虫 全 基因 组 DNA 经 用 生物 素 标记 制备 的 探 针 ， 用 大 性 磷酸 酶 系统 显 色 后 ， 从 
200 pg Æ 0.4 pg 的 6 个 样 点 均 显示 明显 的 显 色 反应 、 说 明 探 针 的 标记 良好 { 见 图 2). 
2.3 生物 素 标记 贾 第 虫 全 基因 组 DNA 探 针 敏感 性 和 特异 性 

斑点 杂交 试验 结果 表明 ， 本 探 针 与 未 标记 的 页 第 虫 DNA、 滋 养 体 和 包 早 均 产 生 明 显 
的 杂交 反应 。 检 出 机 第 虫 DNA 的 最 低 量 为 10 ng、 滋 养 体 和 包 赛 的 数目 均 为 10 个 。 相 
反 ， 此 探 针 不 与 其 它 3 种 原虫 、 饼 肝 细 胞 和 鲁 鱼 精 DNA 以 及 贾 第 虫 患者 辫 使 上 清 液 产生 
杂交 反应 {图 3). 





图 3 FAZLA SA PERH DNA 探 针 敏感 性 和 特异 性 测定 
Fig. 3 Detection of susceptibility and speciality of the total genomic DNA probe of Giardia lamblia 


1 
3 
4. 
5. 
6 
rA 
8. 
9. 


- WA DNA: A. 0.5g, B. Oleg. C. 10ng. D Ing, E. 0.l ng. F. 10 pg 
Rhee: A. 21710% B. 10% C. $10. D. 10 E. 10 

- 贾 第 虫 遵 养 体 : A. 14x10, B. 2.2x 10%, C. 5.6% 10% D. 28> 104 E. 10°. F. 10 
5 E4 DNA: A. l.5ug. B. 08 pg. C. OS eg. D. 100 ng 

MË EWH DNA: A. 2yg, B. l-5yug C. 500 ng. D. 10ng 

WHARE DNA: A 2ue. B. 1.5ug, C. 50 ng. D 10ng 

BABL ‘c RIF DNA: A. 2pg, B. lyg. C D2ye. D. lOng 

ith DNA: A. ?pg 

PRA HR: A. 1:1、B. 1 2.C 1:4, D.]1.8 


3 讨论 
本 实验 用 生物 素 标记 制备 的 贾 第 虫 全 基因 组 DNA SRE, TERE A ZEAE IAS 
第 虫 DNA， 而 且 与 本 虫 注 养 体 和 包 襄 均 产 二 归 显 的 杂交 反应 。 本 探 针 可 分 别 检 出 10 ng 
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FE DNA 和 10° PREFER, HR. SHE 3 HR. SUPA ne DNA 
A SS oh PB SEM LRA Eee Ry, POE SRA, ARTRET A (LAA Oe 
第 性 ， 上 特异 性 也 很 强 。 

Lewis 等 (1990) 报 告 ， 用 放射 性 物质 标记 的 页 第 虫 全 基因 组 DNA 探 计 可 检 出 10 ng 
页 秒 虫 DNA。 这 一 结果 与 我 们 的 相同 ,但 其 检测 滋养 体 和 包 夺 的 灵敏 性 ( 检 出 的 最 低 数 
日 各 为 105 和 10° 个 ) 较 我 们 的 (二 者 均 为 19 个 ) 略 低 。Butcher 等 (1989) 用 放射 性 物质 标记 
SEMEL A DNA 片断 制备 的 探 针 ， 可 检 出 10° RRS Rw, SSH. ARBRE 
(FE UA RR HELO? 个 ) 较 他 们 的 为 高 . 造成 上 述 不 同 结果 的 原因 可 能 有 二 : a. 此 二 项 
研究 中 ， 探 针 的 标记 物 和 计数 虫 体 的 方法 与 我 们 的 不 同 ; b. Butcher 等 所 制备 探 针 的 核酸 
与 我 们 的 不 同 。 他 们 所 用 的 为 重组 DNA. 我 们 的 为 全 基因 组 DNA。 用 前 者 制备 的 探 
针 ， 只 能 与 待 检 DNA 链 中 特定 的 重复 序列 片断 杂交 ， 而 用 全 基因 组 DNA 制备 的 探 针 、， 
不 仅 能 检 出 特定 的 重复 序列 片断 。 而且 还 可 检 出 除 此 而 外 的 其 它 片 断 。 

抽 提 DNA 的 方法 一 般 多 采用 “ 配 - 和 氯仿 法 "。 本 实验 试用 CTAB 法 提取 要 第 虫 及 其 它 
原虫 DNA。 结 果 表 明 、 本 法 不 仅 操 作 简便 ， 省 时 ， 且 获得 的 DNA 含量 和 纯度 均 达 到 满 
意 的 效果 。 但 本 法 并 非 适 用 于 所 有 细胞 DNA 的 提取 ， 此 点 值得 注意 。 

本 探 针 除 可 用 于 贾 第 虫 的 检测 外 ， 我 们 还 曾 将 其 用 于 Southern 印迹 杂交 ， 以 对 从 不 
同 地 域 分 离 的 贾 第 虫 株 进行 鉴定 。 
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THE PREPARATION OF A TOTAL GENOMIC DNA PROBE OF 
Giardia lamblia LABELLED WITH BIOTIN AND THE 
DETECTION OF IT'S SPECIALITY 
AND SUSCEPTIVITY 


Lu Sig. Yan Ge Wang Fengyun 


(Department of Parasitology, Cupral Insitute of Medicine. Beyging 100054) 


Shan Ailin + 


(Medwal Reseurch Center, Capital Institute af Medicine, Beying 100054} 
Abstract 


An total genomic DNA probe of Giardia lamblia labelled with biotin was 


prepared. High sensitivity and speciality of the probe were demonstrated in the dot blot 


test. A hybridisation signal with 10 ng of G. lamblia DNA. and 10° trophozoites or cysts 
was obtained by using this probe. There was no cross—reation with the closely related DNA 


from Trichomonas vaginalis, Entoamoeba histolytica and Toxoplasma gondii. Also. no 


crosshybridisations were found with the liver cells DNA from BABL / c mice as well as the 
fecal supernatant of G. lamblia infected subject. This probe can be used to detect 


G. famblia and identify different isolates of this protozoa. 
Key words Giardia lamblia. Total genomic DNA probe, Dot blot test 


